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論 文 内 容 要 旨
【背 景 】
胆管癌 は手術手技,集 学的治療 の発達 して きた今 日にお いてな お予後不良 な疾患 の ひとつであ
る。 手術 に よって根治切除する ことが望 ま しいが,近 接 した大血管 に直接浸潤 し切 除不能 とな る
ことが多 く,予 後の更な る改善 には強力 な治療方 法の開発 が急務で ある。
体 外 でIL-2お よび抗CD3抗 体 で刺激 して誘導 した活性 化T細 胞(以 下T-LAKcells)を エ
フ ェクター細胞 とした養子免疫療法 および,固 形腫瘍 での発現 が多数報告 されて いる抗上皮増殖
因子受 容体(以 下EGFR)を 標的 とした抗体 治療に着 目 し,EGFRとCD3を 標的 と した二重特
異性抗体 で あ るanti-EGFR×anti-CD3bispecificdiabody(Ex3diabody)の 作 製 ・ヒ ト型化
(hEx3diabody)に 成功 してい る。 更 にhEx3diabodyを もとに,ヒ トFcを 融 合 した ヒ ト化
IgG様 二重特 異性抗体(hEx3-scFv-Fc,hEx3-scDbFc)を 作製 した。 これ らのhEx3二 重特異
性 抗体 はエ フェクター細胞の存在下で,加 ソ'吻 で強 い抗腫 瘍効果 を もつ ことが示 され ているが,
それぞれ の比較 や動物実験はほ とん ど行われていない。
【目 的 】
Invitroお よびSCIDマ ウスを用 いた動物 治療 モ デル で,hEx3diabody,hEx3-scFv-Fc,
hEx3-scDbFcの 抗腫 瘍効 果を比較す るとともに,米 国食品医薬 品庁(FDA)に 既 に認可 されて
いるモノ クロー ナル抗体治療薬であるセツキ シマブの効果 とも比 較検討す る。
【方 法 】
Invitroお よび動物治療 モデルで抗腫瘍効果を比較検討 した。
(1)Invitroで は,比 色定量分析(MTSassay)を 用 いて,種 々の腫瘍細胞株 を標 的 とし,エ フェ
クター細胞(T-LAKcells,末 消血単核球)の 存在下お よび非 存在下で,各 種抗 体を使 用 した
腫瘍増殖 抑制試験 を行 った。
(2)動 物治 療 モデルでは,胆 管癌細胞株(TFK-1)を 皮下移植 したSCIDマ ウスを用いて,抗 体
単独投与 もしくは抗体+T-LAKcells投 与 による抗腫瘍効果 を検討 した。
A)hEx3diabody(2,20,200μg)単 独投与での抗腫瘍効果 の検討。
B)hEx3diabody(02,2,20μ9)+T-LAKcells投 与群 と,セ ツキ シマ ブ単独 投与群,セ
ツキ シマブ+T-LAKcells投 与群 の抗腫瘍効 果の比較 検討。
C)hEx3diabody+T-LAKcells投 与群 と,hEx3-scDbFc単 独 投与群,hEx3-scDbFc+T-
LAKcells投 与群hEx3-scFv-Fc単 独投与群の抗腫瘍効果 の比較検討。
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【結 果 】
(1)hEx3二 重特異性抗体 はinvitroで 単独で はセ ツキ シマ ブ,マ ウス528抗 体 に抗腫瘍効 果が
およばない ものの,エ フェクター細胞存在下 において は,よ り高 い抗腫瘍効果を示 した。特 に,
hEx3-scFv-Fc,hEx3-scDbFcは 使用 した細 胞株 のほぼ全 てに対 して高 い細胞増殖抑制効果 を
認 めた。
(2)A)hEx3diabody単 独投与 では抗腫瘍効果は認め られなか った。
B)セ ツキ シマブ投与群 の治療効果 は,T-LAKcellsの 有無 で変化 は見 られず,コ ン トロー
ル群(T-LAKcells単 独投与群)に 対 して も有意差 は認 め られ なか った。hEx3diabody
(2,20μ9)+T-LAKcells投 与群 は,コ ン トロール群 に対 して有意 に抗 腫瘍効果 を認 め
たが,セ ツキシマ ブ投与群 に対 しては有意差 はない ものの効果 がよ り高 い傾向がみ られた。
C)hEx3-scDb-Fc+T-LAKcells投 与 群 は,hEx3diabody+T-LAKcells投 与 群 同様
に 抗 腫 瘍 効 果 が 認 め られ た 。hEx3-scFv-Fcお よ びhEx3-scDbFcは 単 独 投 与 で
hEx3-scDb-Fc+T-LAKcells投 与 と同等 の抗腫瘍効果 を認 めた。
【考 察 】
担 癌SCIDマ ウス治療 モデ ルにおいて,hEx3-scFv-Fcお よびhEx3-scDbFcが 単独投与 で高
い抗 腫 瘍効 果を示す のは,交 差反応性の あるマウスNK細 胞 な どをエ フェ クター細胞 とす るた
め と考 え られる。
【総 括 】
以 上 の結 果 か ら,hEx3二 重特 異 性抗 体,特 にhEx3-scFv-Fcお よ びhEx3-scDbFcは,
EGFR発 現陽性 が ん患者 に対 して高 い抗腫瘍 効果 を発揮 す るこ とが示 唆 され,臨 床へ の応 用 が
期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨
胆 管癌 は局 所侵潤性 が高度で切除不能 とな ることが多 く,手 術手技 や集 学的治療 の発達 してき
た今 日において なお予後不良な疾患のひとつであ る。 その治療成績 向上 を 目的 に癌免 疫療法の研
究 が進 め られて きた。
EpidermalGrowthFactorReceptor(EGFR)は,種 々の癌細 胞表面 に発 現 して お り,そ
の発現量 は癌 の悪性 度 と極 めて相 関す ると考 え られてい る。EGFRを 介 す る シグナル は細胞周
期の進行,血 管新生,ア ポ トー シスの回避,化 学療法 ・放射線療法への抵抗性,転 移 な どに関わ っ
て い るとされ,EGFRフ ァ ミリーを標的と した癌 治療は,現 在世 界中で注 目を集 めて いる。
これ まで に,抗EGFR抗 体5281gGお よび抗CD3抗 体OKT3を 親 抗体 と して,ヒ ト型化 抗
EGFRx抗CD3二 重 特 異 性 抗体(hEx3BsAbs:hEx3diabody,hEx3-scDb-Fc,hEx3-
scFv-Fc)を 作製 して いる。 これ らhEx3BsAbs各 々につ いて,invitroで 胆管癌 細胞株TFK-1
に対 して高 い抗腫 瘍効果 を示す ことがわかっているが,invivoで の実験 はほ とん どな く,他 の
抗体薬 との比較 もな されて いない。
本研 究 で は,ま ず,invitroで 様 々な細胞株 に対 して,Lymphokineactivatedkillercell
withTcellphenotype(T-LAK細 胞)やPeripheralbloodmononuclearcells(PBMC)を
エ フェクタ ー細 胞 と してhEx3BsAbsの 抗腫瘍効 果を検討 し,hEx3BsAbsがTFK-!以 外 の
EGFR陽 性 細胞 株 に対 して も非常 に高 い抗腫瘍効 果を持つ ことを示 した。特 にIgG-1ikehEx3
BsAbs(hEx3-scDb-Fc,hEx3-scFv-Fc)で はEGFR低 発現 の癌細 胞株 に対 して も充 分 に高 い
抗 腫瘍効果 を持つ ことを示 した。更 に,エ フェクター細胞存在下 にお いて は,既 承認抗体薬 であ
るCetuximabよ りも抗腫瘍効果が高い ことも示 してい る。
Invivo治 療実 験 モデルで は,T-LAK細 胞 をエ フ ェクター細胞 と して用 い た胆 管癌 に対す る
養 子免 疫療 法,抗 体 単独 に よる癌免疫療法 につ いて検討 して い る。Invivoで もhEx3BsAbs
はエ フ ェクター細 胞存 在下 では,Cetuximabよ りも低容量(1/20の 量)で 高 い抗腫瘍効 果 を も
つ こ とを示 した。 更 に,IgG-1ikehEx3BsAbs(hEx3-scDb-Fc,hEx3-scFv-Fc)は,単 独投
与 で もエ フ ェクター細胞存在下 と同等の腫瘍増殖 抑制効果 を認 めた。 この単独投与 での抗腫瘍効
果 は,Fcを 介 したADCC(antibody-dependentcell-mediatedcy七 〇toxicity)及 びCDC
(complement-dependentcytotoxicity)を 誘導 した可能性が ある と考察 して いる。
以上 よ り,本 研 究 は,胆 管癌 のみな らず種 々の固形癌治療 に対す るhEx3BsAbsの 臨床応用
の可能性 を示 した基礎実験 と して高 く評価できる。
よ って,本 論文 は博士(医 学)の 学位論文と して合格 と認 め る。
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